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基础 研究 


组 织 工程 血管 培养 生物 反应 器 出 口 问 加 载 阻 力 的 应 力 刺 激 形 成 
系统 的 设计 与 验证 
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摘要 :目的 改进 组 织 工 程 血管 (TEBV) 培 养 应 力 形 成 系统 ,增强 平滑 肌 细胞 分 泌 的 刺激 作用 。 方 法 在 生物 反应 融 出 口外 侧 加 
装 阻力 气泵 ,构建 新 的 TEBV 体 外 三 维 培养 体系 ;通过 压力 导 丝 监测 生物 反应 絮 内 不 同 点 压力 变化 ,获得 应 力 -时 间 变 化 曲线 ; 按 
动态 培养 中 是 否 添加 阻力 分 成 改进 组 和 对 照 组 ,并 设 静 态 培 养 组 ,对 动脉 平滑 肌 细胞 (VSMC) 进 行 四 周 的 三 维 培养 ;终止 培养 
后 采用 HE 染色 、masson 染 色 、a-SMA 免疫 组 化 染色 及 电子 显微镜 进行 组 织 学 检测 ,并 运用 软件 对 管 壁 成 分 进行 半 定 量 分 析 。 
结果 压力 监测 数据 及 拟 合 曲 线 显示 ,添加 阻力 后 可 明显 加 大 动力 源 “ 罗 叶 泵 "每 捕 的 应 力 刺 激 ;培养 结果 显示 改进 组 新 生 组 织 
中 VSMC 及 胶原 纤维 密布 于 管 壁 全 层 ,细胞 分 布 及 密度 ,胶原 纤维 含量 及 排列 .o-SMA 表 达 均 显著 优 于 对 照 组 及 静态 组 。 结 论 
改进 的 系统 应 力 刺激 作用 明显 得 到 增强 并 可 进一步 促进 VSMC 分 泌 功 能 。 
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Abstract: Objective To improve Luo-Ye pump-based stress-forming system and optimize the stimulating effect on smooth 
muscle cells during cultivation of tissue-engineered blood vessels (TEBV). Methods A new Luo-Ye pump-based TEBV 3D 
culture system was developed by adding an air pump to the output of the bioreactor. A pressure guide wire was used to 
measure the stress at different points of the silicone tube inside the TEBV bio-reactor, and fitting curves of the stress changes 
over time was created using Origin 8.0 software. The TEBVs were constructed by seeding vascular smooth muscle cells 
(VSMCs) isolated from human umbilical artery on polyglycolic acid (PGA) and cultured under dynamic conditions with 40 
mmHeg resistance (improved group) dynamic conditions without resistance (control group) or static condition (static group) 
for 4 weeks. The harvested TEBVs were then examined with HE staining, masson staining, a-SMA immunohistochemical 
staining, and scanning and transmission electron microscopy with semi-quantitative analysis of collagen content and a-SMA 
expression. Results The measured stress values and the fitting curves showed that the stress stimuli from the Luo-Ye pump 
were enhanced by adding an air pump to the output of the bioreactor. Histological analysis revealed improved VSMC density, 
collagen content and a-SMA expression in the TEBVs constructed with the improved method as compared with those in the 
control and static groups. Conclusion Adding an air pump to the Luo-Ye pump significantly enhances the stress stimulation in 
the TEBV 3-D culture system to promote the secretion function of VSMCs. 
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组 织 工 程 血管 (tissue engineered blood vessels, 能 运用 于 临床 ,部 分 或 完全 取代 病变 血管 汶 。 组 织 工 程 
TEBV) 是 将 正常 血管 壁 细胞 与 可 降解 生物 聚合 材料 组 合 ， 血管 的 培养 需要 良好 的 微 环境 ,包括 生物 化 学 微 环 境 和 
于 适宜 微 环境 中 制备 重建 和 再 生 的 血管 替代 物 '。 理 。 ”生物 力学 微 环境 ,生物 力学 微 环 境 为 细胞 维持 良好 的 形 
想 的 组 织 工 程 血管 应 具备 良好 的 生物 特性 及 力学 性 能 ， 态 功 能 ,生长 增值 或 凋 亡 等 所 不 可 或 缺 的 因素 ”。 组织 
工程 血管 的 形成 建立 在 优良 的 细胞 功能 之 上 ,理想 的 组 
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本 课题 组 前 期 研究 中 ,利用 自主 研发 的 生物 反应 器 
与 罗 叶 泵 及 驱动 滩 置 进行 组 合 , 辅 以 储 液 顺应 腔 ,以 弹 
性 硅胶 管 为 液 流 管 路 ,组 建 组 织 工程 血管 三 维 培养 体 
系 ,使 用 平滑 肌 细 胞 初步 培养 出 具备 一 定形 态 和 功能 的 
血管 样 组 织 “*。 但 是 根据 压力 监测 的 数据 显示 ,生物 反 
应 器 内 的 力学 波形 与 人 体 动 脉 系 统 的 压力 波形 有 明显 
的 差别 ,因此 ,从 仿生 的 角度 考虑 系统 应 力 刺激 应 该 还 
有 进一步 改进 的 空间 。 本 研究 于 三 维 培养 体系 生物 反 
应 咒 出 口外 侧 添加 阻力 气泵 装置 ,收集 数据 分 析 改 进 后 
的 应 力 变化 情况 ,并 进一步 通过 平滑 肌 细胞 三 维 培养 的 
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图 1 组 织 工程 血管 三 维 培养 体系 完整 示意 图 
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结果 来 验证 改进 的 效果 。 


1 材料 和 方法 
1.1 基于 罗 叶 和 泵 的 脉动 式 组 织 工 程 血管 三 维 培养 体系 
的 组 建 

以 罗 叶 有 泵 (广东 省 心血 管 病 研 究 所 研发 ,东莞 科 威 
医疗 器 械 有 限 公司 制作 ) 及 驱动 (东莞 科 威 医疗 器 械 公 
司 ) 为 动力 源 ,气泵 (ACO-5505 广东 海 利 集团 有 限 公 
司 ) 为 阻力 源 , 参 考 前 期 研究 方法 完成 组 织 工程 血管 三 
维 培养 体系 的 组 建 % (图 1)。 
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Fig.1 Diagrammatic illustration of the pulsatile tissue-engineering culture system. 


1.2 生物 反应 器 输出 端 阻力 的 施加 及 调控 系统 

此 系统 主要 由 储 液 顺 应 腔 与 气泵 组 成 , 储 液 顺应 腔 
包括 体 部 的 瓶 身 及 三 孔 顶 盖 , 顶 盖 的 三 也 分别 连接 循环 
体系 中 的 流入 端 硅胶 管 流出 端 硅胶 管 和 介 导 阻力 施加 
的 通气 硅胶 管 。 通 气 硅胶 管 远 端 连接 气泵 ,通过 旋转 气 
泵 上 旋钮 调控 阻力 的 输出 值 。 
1.3 生物 反应 器 硅胶 管内 应 力 的 检测 

预 设 罗 叶 泵 输出 压力 为 120 mmHg, 输 出 频率 为 
60 bpm, 借 助 动 脉 生理 检测 仪 及 压力 导 丝 ,检测 随机 
设 定 阻力 分 别 为 0.40 mmHg 时 生物 反应 需 硅 胶管 内 
入 口 端 、 中 端 和 出 口 端 的 应 力 变 化 ,观察 应 力 波形 ， 
记录 数据 ,采用 Origin8.0 软件 对 所 采集 数据 作 Sina 
拟 合 获得 拟 合 函数 及 应 力 - 时 间 变 化 曲线 ,并 计算 曲线 
下 面积 ,比较 硅胶 管内 单位 面积 上 应 力作 用 的 时 间 累 

职 效应 。 


1.4 不 同 应 力作 用 时 间 下 组 织 工程 血管 的 构建 

1.4.1 种 子 细胞 的 获取 及 增殖 获取 健康 足 月 剖腹 产 膀 
带 , 在 超 净 工作 台中 “ 袖 套 状 ” 印 性 分 离 脐 动 脉 ,采用 组 
织 贴 块 法 进行 VSMC 的 原 代 培养 ,以 第 2 代 VSMC 作 为 
构建 TEBV 的 种 子 细胞 。 参 照 前 期 研究 方法 配置 VSMC 
培养 所 需 培 养 基 " ,并 在 此 基础 上 添加 20 hg/mL L- 丙 氮 
酸 ,50 hg/mL L- 且 氨 酸 ,50 hg/mL 甘氨酸 ,3 ng/mL 铜 
离子 。F12-K 基础 培养 基 、0.25% 胰 酶 购 自 杭州 吉 诺 公 
司 , 人 血小板 源 性 生长 因子 (PDGF-BB) 碱 性 成 纤维 细 
胞 生长 因子 (bFGF) 购 自 Prospec 公司, 胎 牛 血清 购 自 
Corning 公 司 ,L- 到 和 氨 酸 L- 且 氮 酸 .甘氨酸 -抗坏血酸 
购 自 Sigma 公 司 , 五 水 硫酸 铜 购 自 上 海 阿拉 丁 集团 有 限 
公司 。 

1.4.2 组 织 工程 血管 三 维 培养 的 构建 参照 前 期 研究 方 
法 了 ,以 聚 乙醇 酸 (polyglycolic acid, PGA, 英国 Equl 公 


"了 010 ， 


司 ) 无 纺 布 为 培养 支架 ,构建 VSMC-PGA 复 合 物 的 三 维 
培养 。 初 期 各 组 三 维 培养 均 于 37 % .35% CO, 培 养 箱 中 
静态 培养 1 周 ,之 后 按 分 组 条 件 完成 后 期 培养 ,以 1 次 / 
周 的 频率 12 的 比例 更 换 反 应 器 内 培养 基 。 
1.4.3 实验 分 组 根据 VSMC 三 维 培养 过 程 中 是 否 施加 
搏动 性 张 应 力 及 有 无 添加 阻力 气泵 分 成 改进 组 、 对 
照 组 及 静态 组 3 组 ,每 组 重复 培养 4 次 ,总 培养 时 间 四 
周 。 其 中 改进 组 生物 反应 器 出 口外 侧 添加 的 阻力 为 
40 mmHg; 改 进 组 和 对 照 组 罗 叶 泵 驱动 输出 压力 固 
定 为 120/-10 mmHg、 输 出 频率 为 60 bmin; 静态 组 不 
施加 应 力 。 
1.5 TEBV 标 本 的 获取 与 组 织 学 检测 

第 4 周末 终止 三 维 培养 ,并 获取 各 组 新 生 组 织 , 沿 
横断 面 分 段 截 取 , 行 HE 染色 .Masson 三 色 染 色 .免疫 组 
化 a-SMA 表达 量 ,扫描 及 透射 电子 显微镜 等 组 织 学 
检测 。 
1.6 图 像 分 析 及 统计 学 处 理 

采用 Image-pro plus 6.0 图 像 分 析 系 统 ,对 3 组 新 生 
组 织 病 理学 染色 图 片 进行 管 壁 成 分 半 定 量 分 析 。 每 个 
标本 随机 选取 4 张 切 片 ,在 倒置 相差 显微镜 200 倍 放大 
倍数 下 随机 选取 7 个 测定 域 ,并 按 统一 标准 测定 管 壁 中 
胶原 纤维 含量 (目标 面积 /统计 场面 积 ) 及 a-SMA 表 达 量 
(IOD/Area) ,采用 SPSS20.0 软 件 .进行 多 组 间 比 较 的 单 
因素 方差 分 析 ,方差 齐 的 组 间 两 两 比较 采用 LSD- 法 ， 
方差 不 齐 的 组 间 两 两 比较 采用 Dunnett's T; 法 ,P<0.05 

异 具 有 统计 学 意义 。 


2 结果 

2.1 生物 反应 器 硅胶 管内 力学 微 环境 检测 与 分 析 

2.1.1 生物 反应 器 硅胶 管内 应 力 波形 图 未 施加 反应 器 
输出 端 阻 力 时 ,反应 需 内 硅胶 管 应 力 波 呈 单 峰 脉动 曲 
线 , 波 峰 形 成 后 迅速 衰减 至 低 于 0 mmHsg 的 基线 值 ,在 每 
个 波形 周期 中 存在 一 定 的 无 应 力作 用 期 (图 2A)。 施 加 
阻力 后 ,应 力 波 呈 双 峰 脉动 曲线 ,波峰 与 波 谷 值 显著 升 
高 , 且 呈 渐变 过 程 , 波 谷 值 远 高 于 0 mmHg 基线 值 ,可 为 
TEBYV 的 三 维 培养 提供 持续 的 脉动 应 力作 用 (图 2B)。 
2.1.2 Sina 拟 合 的 应 力 -时 间 变 化 曲线 通过 origin8.0 
软件 sina 拟 合 得 出 应 力 -时 间 变 化 曲线 如 图 3 所 示 , 当 
定 罗 叶 和 泵 输出 功率 时 ,施加 阻力 后 反应 器 硅胶 管内 
持续 受 应 力 刺激 , 旦 应 力 值 远 高 于 无 阻力 状态 ;无 阻力 
状态 下 ,硅胶 管内 存在 一 定 无 应 力作 用 期 。 求 得 拟 合 函 数 


yds | 下 二 | ,根据 数据 进一步 计算 出 施加 阻力 


与 否 时 ,应 力 -时 间 变 化 曲线 下 面积 分 别 为 :15.098 kPa.s、 
4.332 kPa.s, 曲 线 下 面积 代表 单位 面积 上 的 压力 冲 量 大 
小 , 即 在 罗 叶 泵 和 气泵 协同 作用 下 产后 的 应 力作 用 于 生 
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图 2 生物 反应 器 硅胶 管内 应 力 波形 图 


Fig.2 Stress waveform of the bioreactor generated 


either under the condition with a preset resistance of 0 
mmHg (A) and 40mmHeg (B) when the Luo-Ye pump 
operated at 60 beats per minute (bpm) to generate 
exerting systolic/ diastolic pressures of 120/-10 
mmHeg. Red arrow indicates the stress waveform. 
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图 3 Sina 拟 合 的 应 力 -时 间 变 化 曲线 


Fig.3 Fit sine for the stress change curve over time with 
(red) or without resistance (green). The stress stimuli 
from Luo-Ye pmup were strengthened by adding an air 
Pump to the output of the bioreactor. 


物 反 应 器 内 硅胶 管 单位 面积 上 的 时 间 味 积 效 应 。 

2.2 不 同 应 力作 用 下 产生 的 生物 学 效应 的 比较 与 分 析 
VSMC-PGA 复合 物 于 生物 反应 器 中 共 培 养 4 周 后 

获取 新 生 组 织 , 由 组 织 学 检测 可 见 ,改进 组 血管 样 结构 

中 VSMC 胶原 纤维 密布 于 管 壁 全 层 , 细 胞 取向 与 管 壁 

纵 轴 方向 一 致 ,外 层 密 度 大 于 内 中 层 , 胶 原 纤维 呈 束 状 

排列 规整 ,部 分 相互 融合 ,穿插 于 PGA 碎 片 间 际 中 (图 
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4AD)。 对 照 组 TEBV 管 壁 较 为 玻 松 ,细胞 密度 及 胶原 ” 所 示 ,改进 组 及 对 照 组 TEBYV 管 辟 全 层 均 高 表达 
纤维 含量 低 于 改进 组 (图 4B.E.5A)。 静 态 组 管 壁 极为。 a-SMA, 改 进 组 a-SMA 表达 强度 高 于 对 照 组 及 静态 组 
芯 松 ,残留 大 量 PGA 结 构 ,细胞 及 胶原 纤维 分 布 稀 玻 ， ”( 图 5B)。 

散乱 (图 4CF)。TEBV 管 壁 o-SMA 的 表达 如 图 4(G~D 


太 i . 如 让 有 I 
G9 We iH ee i 1 这。 i 
4 各 组 新 生 组 织 管 壁 横断 面 H&E 染色 (A4~C)、masson 染色 (D~F)、a-SMA 免疫 组 化 染色 (G~7) 
Fig.4 Histological appearance of TEBV grown under dynamic conditions with 40 mmHeg-resistence (A, D, G), dynamic 
conditions without resistence (B, E, H) or static conditions (C, EF D. A-C: HE staining; D-F: Masson Tricrome staining; G-T: 
Qa-SMA immunohistochemical staining; Red arrow: Collagen; Black arrow: VSMC: Purple arrow: PGA; Blue arrow: Positive 
expression of a-SMA; Scale bars: 100 hm. *: Outside edge of TEBYV. 
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5 各 组 新 生 组 织 病理 染色 图 片 分 析 : 胶 原 纤维 含量 (4) 和 a-SMA 的 表达 量 (B) 的 半 定 量 比较 

Fig.5 Content of collagen fibers (4) and expression of a-SMA (B) in TEBV grown under dynamic condition with 40 mmHg 
resistance (a, the improved group), dynamic condition without resistance (b) and static condition (c). Results are presented 
as Mean+SE. *P<0.01 vs control and static group. 
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图 6 各 组 新 生 组 织 管 壁 扫 描 (4~C) 和 透射 电镜 (D~F) 检 测 
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Fig.6 SEM (A-C, original magnification: x1000) and TEM (D-F, x3000) analyses of the TEBV grown under dynamic condition 
with resistance (A, D), dynamic condition without resistance (B, E) or under static condition (C, FPF). Green arrow: VSMC; Red 


arrow: PGA fragments; Blue arrow: Collagen. 


扫描 电镜 下 可 见 改进 组 新 生 组 织 管 辟 表面 光 整 ， 
富 含 细 胞 外 基质 (ECM) ,ECM 包 绕 并 取代 PGA 成 为 管 
壁 的 主要 成 分 (图 6A); 对 照 组 ECM 相对 丰富 但 局 部 分 
布 不 均 ( 图 6B ) ;静态 组 ECM 含 量 少 ,散在 分 布 于 PGA 
周围, 可 见 大 量 断 裂 的 PGA 结构 (图 6C)。 透 射电 镜 下 
可 见 改 进 组 血管 样 结构 管 辟 VSMC 星 长 梭 形 ,细胞 取 
向 一 致 ,分 布 规则 , 富 含 细胞 器 ,环绕 细胞 分 布 着 大 量 
排列 规整 的 胶原 纤维 (图 6D) ;对照 组 TEBV 管 壁 胶原 
纤维 含量 相对 丰富 ,但 排列 紊乱 ,可见 残存 的 PGA 碎 片 
(图 6E) ;静态 组 未 见 细胞 结构 ,散在 排列 紊乱 的 胶原 纤 
维 ,可 见 分 布 致密 的 PGA 横 断面 结 构 ( 图 6F)。 


3 讨论 

心脏 作为 心血 管 系统 的 “动力 源 ”, 其 周期 性 收缩 形 
成 射 血 力 ,推动 血液 在 人 体 体 内 循环 流动 。 心 搏 周期 心 
室 肌肉 收缩 所 释放 的 能 量 ,一 部 分 成 为 推动 血液 迅速 流 
动 的 动能 ,为 一 部 分 通过 大 动脉 血管 壁 扩 张 吸收 转化 为 
位 能 ,表现 为 动脉 血压 ,成 为 心室 舒张 时 继续 推动 血液 
流动 的 动力 。 富 含 各 种 组 分 的 粘 笛 血液 在 血管 内 流动 ， 
对 动脉 脉 管 主要 产生 两 种 力学 作用 : 径 向 剪 切 力 和 周 向 
张 应 力 。 平 滑 肌 细胞 构成 动脉 中 层 的 主要 细胞 成 分 ,所 
接受 的 是 周 向 张 应 力 。 

VSMC 作为 血管 生成 及 发 挥 功能 的 主要 细胞 成 
分 ,持续 承受 血管 搏动 性 变化 引起 的 张 应 力作 用 , 维 
持 细胞 增殖 迁移、 表 型 转化 及 合成 分 泌 等 功能 "”。 


Niklason 等 以 VSMC 为 种 子 细胞 ,PGA 为 培养 支 
架 成 功 构建 出 爆破 张力 超过 3000 mmHsg 的 TEBYV， 
首先 证 明 应 力 刺激 可 促进 TEBY 构建 及 成 熟 。 然 而 
该 三 维 培养 体系 以 蠕动 泵 为 动力 源 , 应 力 环境 依赖 于 
蠕动 和 165 .245 b/min 的 高 频 工 作 及 较 高 的 静 压 力 来 
维持 于 5 ,与 生理 应 力 环境 存在 较 大 差异 。 基 于 
Niklason 研究 的 基础 ,本 研究 团队 改 用 具有 相关 知识 
产权 的 罗 叶 泵 及 动力 驱动 装置 作为 主动 力 源 ,初步 培 
养 出 一 定形 态 功能 的 类 血管 组 织 。 由 于 压力 监测 图 
形 显示 反应 器 内 硅胶 应 力 波 星 单 峰 脉 动 曲 线 ,波峰 形 
成 后 迅速 衰减 ,每 个 波形 周期 中 存在 一 定 的 无 力学 作 
用 期 ,这 一 力学 变化 似乎 与 机 体 体内 压力 变化 不 同 。 
本 研究 在 生物 反应 器 输出 口外 侧 增 加 气泵 来 施加 阻 
力 , 从 压力 监测 的 波形 就 发 现 应 力 波 改变 为 双 峰 脉 
动 曲线 ,波峰 与 波 谷 值 显著 升 高 , 波 谷 远 高 于 0 mmHg 
基线 值 。 实 际 上 就 是 可 以 把 动力 源 产 生 的 能 量 转变 
为 反应 器 内 硅胶 管 的 位 能 ,持续 存在 脉动 应 力作 用 。 
通过 origin8.0 软 件 sina 拟 合 得 出 反应 器 硅胶 管内 的 应 
力 -时 间 变 化 曲线 , 求 得 曲线 下 面积 ,可 见 施加 阻力 后 
硅胶 管内 应 力 -时 间 变 化 曲线 下 面积 显著 高 于 无 阻 
力 状态 , 即 作用 于 硅胶 管 单位 面积 上 的 时 间 累 积 效 应 
显著 高 于 单纯 动力 源 作用 下 的 效应 ,提示 气泵 作用 
下 产生 的 阻力 与 动力 源 作 用 下 产生 的 脉动 张 应 力 形 
成 协同 效应 ,并 有 助 于 脉动 张 应 力 在 三 维 培养 体系 
中 的 维持 。 
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本 研究 以 VSMC 为 种 子 细胞 完成 4 周 的 三 维 培养 ， 
进行 改良 前 后 的 效果 验证 ,经 过 4 周 培养 后 获得 具有 
一 定形 态 结构 及 性 能 的 血管 样 组 织 。 结 果 显 示 改 进 后 
构建 的 血管 样 结构 具有 较 好 的 弹性 及 起 性 ,其 形态 及 
特 | 的 动态 及 静态 条 件 下 的 培养 组 织 相 
应 性 能 。 组 织 学 分 析 显 示 施 加 阻力 的 脉动 应 力 环境 下 
培养 的 血管 样 结构 管 壁 细胞 分 布 及 密度 .胶原 纤维 含 
量 及 排列 .wo-SMA 表达 量 均 优 于 无 阻力 动态 培养 组 及 
静态 培养 组 。 从 而 证 实施 加 阻力 的 脉动 应 力 环境 可 提 
高 TEBV 生 物 反应 器 内 硅胶 管 单位 面积 的 应 力 时 间 累 

加 效应 ,并 提高 VSMC 的 合成 及 分 泌 功 能 ,促进 TEBV 
的 构建 。 
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